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Вплив екзогенного оксиду азоту (NO) на генерацiю
супероксидного анiон-радикала та теплостiйкiсть
колеоптилiв пшеницi
Показано, що обробка колеоптилiв пшеницi донорами оксиду азоту (NO) нiтропруси-
дом натрiю або нiтритом натрiю призводить до значного посилення генерацiї ни-
ми супероксидного анiон-радикала (O•−
2
). Екзогенний NO дещо знижує активнiсть
супероксиддисмутази в колеоптилях i не впливає на активнiсть рiзних форм перокси-
дази. Посилення генерацiї O•−
2
, спричинюване донором NO, пригнiчується iнгiбiторами
НАДФН-оксидази, але не iнгiбiтором пероксидази. Пiд дiєю донора NO пiдвищується
теплостiйкiсть колеоптилiв пшеницi. Цей ефект значною мiрою знижують iнгiбiтори
НАДФН-оксидази. Встановлено, що пiдвищення теплостiйкостi колеоптилiв пiд дiєю
екзогенного NO вiдбувається за участю активних форм кисню, посилення утворення
яких пов’язане зi збiльшенням активностi НАДФН-оксидази.
Оксид азоту (NO) є внутрiшьоклiтинним медiатором NO-синтазної сигнальної системи. Вiн
бере участь у регуляцiї рiзних фiзiологiчних процесiв у клiтинах рослин i тварин, зокре-
ма диференцiацiї, морфогенезу, старiння й адаптацiї рослин [1–4], а також у формуваннi
захисних реакцiї у вiдповiдь на бiотичний стрес [1, 5].
Менш дослiдженими залишаються механiзми участi NO у формуваннi стiйкостi рослин
до дiї абiотичних стресiв. Повiдомляється про позитивний вплив донорiв NO на стiйкiсть
рослин до зневоднення, опромiнювання УФ-B, сольового стресу, гiпертермiї [4–8].
Бiологiчна активнiсть NO реалiзується у взаємодiї з медiаторами iнших сигнальних сис-
тем, зокрема з активними формами кисню (АФК) [1, 2]. На рослинах бобiв показано, що
ефект екзогенного NO як агента, що викликає закриття продихiв, не пригнiчується ката-
лазою i реалiзується незалежно вiд АФК [9]. З iншого боку, є вiдомостi про здатнiсть NO
спричиняти змiни активностi ряду ферментiв, причетних до регуляцiї окиснювально-вiд-
новного балансу в рослинних тканинах. Показано, що введення донорiв NO в апопласт
листкiв пшеницi призводить до зниження активностi супероксиддисмутази (СОД), пiдви-
щення активностi позаклiтинної пероксидази i накопичення АФК [10]. У культурi тканин
коренiв женьшеню донор NO спричиняв активацiю НАДФН-оксидази i посилення генера-
цiї супероксидного анiон-радикала O•−
2
[11]. Посилення утворення цiєї АФК пiд впливом
екзогенного NO виявлено нами на колеоптилях пшеницi. При цьому обробка колеоптилiв
донором NO спричиняла пiдвищення їх теплостiйкостi [12].
Ми ставили за мету встановити ферментативнi джерела, причетнi до посилення генера-
цiї супероксидного анiон-радикала колеоптилями пшеницi внаслiдок їх обробки донорами
NO, а також дослiдити можливий зв’язок мiж активацiєю утворення O•−
2
i пiдвищенням
теплостiйкостi рослинних клiтин.
Об’єктом дослiдження були вiдрiзки колеоптилiв (базальнi частини), вiдокремленi вiд
чотиридобових етiольованих проросткiв пшеницi (Triticum aestivum L.) сорту Елегiя. Пiд-
готовка рослинного матерiалу описана нами ранiше [12].
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Рис. 1. Вплив донорiв i скавенжера оксиду азоту на генерацiю супероксидного анiон-радикала колеоптилями
пшеницi (% до контролю):
1 — контроль; 2 — НПН (500 мкМ); 3 — NaNO3 (5 мМ); 4 — метиленовий синiй (5 мкМ); 5 — НПН
(500 мкМ)+ метиленовий синiй (5 мкМ)
Обробку колеоптилiв донорами NO (500 мкМ нiтропрусид натрiю (НПН) та 5 мМ нiт-
рит натрiю (NaNO2)) проводили протягом 2 год. Оптимальнi концентрацiї цих сполук i час
їх впливу на колеоптилi вибирали на пiдставi даних попереднiх експериментiв. В окре-
мих серiях експериментiв колеоптилi обробляли протягом 3 год скавенжером NO мети-
леновим синiм (5 мкМ) [7], iнгiбiторами НАДФН-оксидази iмiдазолом (1 мкМ) або α-на-
фтолом (1 мкМ) [13] та iнгiбiтором пероксидази салiцилгiдроксамовою кислотою (СГК,
500 мкМ) [14]. Концентрацiї цих сполук вибирали на пiдставi результатiв попереднiх дослi-
дiв. У варiантах з комбiнованою обробкою данi ефектори додавали в основне середовище
iнкубацiї колеоптилiв (2% сахарозу) за 1 год до введення в нього НПН. Колеоптилi кон-
трольних варiантiв iнкубували в 2% розчинi сахарози.
Пiсля iнкубацiї колеоптилiв на розчинах дослiджуваних ефекторiв частину зразкiв кож-
ного варiанта пiддавали потенцiйно летальному нагрiванню у водному термостатi при (43±
± 0,1) ◦С протягом 10 хв. Далi вiдрiзки всiх варiантiв продовжували iнкубувати на 2%
сахарозi. Через 3 доби пiсля нагрiвання оцiнювали виживанiсть колеоптилiв [12, 14].
Iнтенсивнiсть генерацiї O•−
2
вiдрiзками колеоптилiв оцiнювали за вiдновленням нiтро-
тетразолiю синього [14]. Активнiсть пероксидази визначали за методом Рiджа i Осборна
з нашими модифiкацiями [14]. Субстратом був пероксид водню, а вiдновником — гваякол.
Активнiсть СОД розраховували, використовуючи метод, в основi якого лежить здатнiсть
ферменту конкурувати з нiтротетразолiєм синiм за супероксиднi анiон-радикали, що утво-
рюються внаслiдок аеробної взаємодiї НАДН i феназинметасульфату [14].
На рисунках наведено середнi значення трьох незалежних експериментiв, проведених
у 3–4-разовому бiологiчному повтореннi кожен, та їх стандартнi вiдхилення.
У бiльшостi експериментiв як джерело NO використовували НПН. Для оцiнки специ-
фiчностi його впливу як донора NO на генерацiю O•−
2
колеоптилями пшеницi порiвнювали
ефект НПН з дiєю NaNO2, а також дослiджували ефект НПН у поєднаннi зi скавенжером
NO метиленовим синiм. Двогодинна обробка колеоптилiв обома джерелами NO — НПН
i NaNO2 — при їх введеннi у середовище iнкубацiї призводила до посилення генерацiї O
•−
2
колеоптилями бiльш нiж у 1,5 раза (рис. 1). Метиленовий синiй, який сам по собi у низькiй
(5 мкМ) концентрацiї мало впливав на продукування супероксиду колеоптилями, значною
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Рис. 2. Активнiсть СОД (1 ) та загальної (2 ), iонозв’язаної (3 ), вiльної позаклiтинної (4 ) пероксидази в ко-
леоптилях пшеницi, оброблених 500 мкМ НПН (% до контролю без обробки)
Рис. 3. Вплив НПН та iнгiбiторiв НАДФН-оксидази i пероксидази на генерацiю супероксидного анiон-ра-
дикала колеоптилями пшеницi (% до контролю):
1 — контроль; 2 — НПН (500 мкМ); 3 — iмiдазол (1 мкМ); 4 — НПН (500 мкМ) + iмiдазол (1 мкМ); 5 —
α-нафтол (1 мкМ); 6 —НПН (500 мкМ)+ α-нафтол (1 мкМ); 7 — СГК (500 мкМ); 8 —НПН (500 мкМ)+СГК
(500 мкМ)
мiрою нiвелював дiю НПН на генерацiю O•−
2
. Таким чином, є пiдстави вважати, що вплив
НПН на продукування O•−
2
зумовлений саме утворенням NO, а не його побiчними ефек-
тами.
У наступнiй серiї експериментiв дослiджували вплив донора NO на активнiсть СОД i рiз-
них форм пероксидази. Обробка колеоптилiв НПН, яка спричинювала iстотне посилення
генерацiї O•−
2
, призводила до незначного (приблизно на 10%) iнгiбування СОД i достовiрно
не впливала на активнiсть пероксидази (рис. 2). Можна припустити, що у посиленнi гене-
рацiї O•−
2
колеоптилями пшеницi пiд впливом донора NO задiянi iншi ферментнi системи.
Вiдомо, що одним з основних джерел утворення O•−
2
клiтинною поверхнею є
НАДФН-оксидаза [15]. Нашi експерименти показали, що попередня обробка колеоптилiв
специфiчними iнгiбiторами цього ферменту — iмiдазолом i α-нафтолом — нiвелювала дiю
донора NO на генерацiю O•−
2
, хоча самi по собi цi iнгiбiтори iстотно не впливали на видiле-
ння O•−
2
колеоптилями (рис. 3). Водночас iнгiбiтор пероксидази СГК не знiмав посилення
генерацiї O•−
2
, що вiдбувалося пiд впливом екзогенного NO.
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Рис. 4. Виживанiсть (%) колеоптилiв пшеницi пiсля ушкоджуючого нагрiвання (43 ◦С, 10 хв):
1 — контроль; 2 — НПН (500 мкМ); 3 — метиленовий синiй (5 мкМ); 4 — НПН (500 мкМ) + метиленовий
синiй (5 мкМ); 5 — iмiдазол (1 мкМ); 6 — НПН (500 мкМ)+ iмiдазол (1 мкМ); 7 — α-нафтол (1 мкМ); 8 —
НПН (500 мкМ)+ α-нафтол (1 мкМ); 9 — СГК (500 мкМ); 10 — НПН (500 мкМ)+ СГК (500 мкМ)
Дослiджуванi iнгiбiтори НАДФН-оксидази (iмiдазол i α-нафтол) достовiрно не вплива-
ли на загальну активнiсть пероксидази, а також на активнiсть iонозв’язаної пероксидази
клiтинних стiнок i вiльну форму цього ферменту (результати не наводяться). Не виявлено
впливу цих iнгiбiторiв i на активнiсть пероксидази in vitro при додаваннi їх до екстрак-
ту ферменту в концентрацiях 1 або 10 мкМ. Водночас специфiчний iнгiбiтор пероксидази
СГК в концентрацiї 500 мкМ при обробцi ним колеоптилiв iнгiбував загальну активнiсть
пероксидази та активнiсть її iонозв’язаної i вiльної позаклiтинної форм на 60–70%. Ефект
iнгiбування пероксидази дiєю СГК вiдтворювався i в умовах in vitro.
Таким чином, є пiдстави стверджувати, що основним джерелом утворення O•−
2
, iндуко-
ваного екзогенним NO, є НАДФН-оксидаза, хоча частково даний ефект може бути пов’яза-
ний з iнгiбуванням СОД. Проте, як уже зазначалося, iнгiбування СОД в колеоптилях пiд
дiєю НПН в наших експериментах було незначним (див. рис. 2).
Якщо супероксидний радикал, генерацiя якого збiльшується в рослинних тканинах пiд
дiєю донора NO, причетний до реалiзацiї iндукованих NO захисних реакцiй, то модифi-
кацiя його утворення має позначатися на розвитку теплостiйкостi колеоптилiв. Обробка
колеоптилiв скавенжером NO метиленовим синiм сама по собi не спричиняла достовiрних
змiн теплостiйкостi колеоптилiв пшеницi, але зменшувала позитивний ефект НПН (рис. 4).
Це можна розглядати як свiдчення специфiчного впливу NO, а не НПН як солi, на тепло-
стiйкiсть. Пiд дiєю iмiдазолу, α-нафтолу та СГК iстотних змiн теплостiйкостi колеоптилiв
не спостерiгалося. У той же час обидва iнгiбiтори НАДФН-оксидази значно зменшували
позитивну дiю донора NO на теплостiйкiсть колеоптилiв, а при обробцi їх iнгiбiтором перо-
ксидази СГК iстотних змiн ефекту донора NO не вiдбувалося (див. рис. 4).
Отже, iнгiбiтори НАДФН-оксидази, якi зменшували iндуковане донором NO посилення
утворення супероксидного радикала, знижували i розвиток теплостiйкостi колеоптилiв.
Цiлком ймовiрно, що зареєстроване нами посилення генерацiї O•−
2
колеоптилями пшени-
цi пiд дiєю донора NO могло призводити до локального пiдвищення вмiсту пероксиду водню,
який безпосередньо виконує сигнальнi функцiї [15]. Однiєю iз захисних реакцiй, iндукова-
них дiєю NO за посередництва АФК, може бути активацiя антиоксидантних ферментiв.
Так, обробка донором NO культури коренiв женьшеню разом з посиленням генерацiї O•−
2
спричиняла пiдвищення активностi каталази та аскорбатпероксидази [11]. Обробка екзоген-
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ним NO листкiв мутанта арабiдопсису з порушеним синтезом ендогенного NO призводила
до пiдвищення активностi антиоксидантних ферментiв у вiдповiдь на опромiнення рослин
УФ-B [4]. Повiдомляється i про посилення накопичення низькомолекулярних антиоксидан-
тiв, зокрема пролiну, за обробки рослинних об’єктiв донорами NO [6].
Таким чином, одержанi результати свiдчать про те, що обробка колеоптилiв пшеницi
донорами NO активує захиснi реакцiї, необхiднi для розвитку теплостiйкостi. Iндукування
цих реакцiй вiдбувається за участю АФК, оскiльки супроводжується посиленням генерацiї
O•−
2
колеоптилями i нiвелюється iнгiбiторами НАДФН-оксидази.
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Eﬀects of exogenous nitric oxide (NO) on the generation of superoxide
anion-radical and heat resistance of wheat coleoptiles
Treatment of wheat coleoptiles with nitric oxide (NO) donors, sodium nitroprusside or sodium
nitrite, induces a considerable intensiﬁcation of superoxide anion-radical (O•−
2
) generation by them.
Exogenous nitric oxide insigniﬁcantly reduces the superoxide dismutase activity in coleoptiles and
does not change the activity of diﬀerent peroxidase forms. The intensiﬁcation of O•−
2
generation
caused by NO donor is suppressed by NADPH-oxidase inhibitors, but not by peroxidase inhibitor.
The heat resistance of wheat coleoptiles increases under the inﬂuence of NO donor. This eﬀect
is substantially reduced by NADPH-oxidase inhibitors. Thus, the induction of heat resistance of
coleoptiles under the inﬂuence of exogenous NO occurs with the involvement of reactive oxygen
species, whose increased generation is related to an enhancement of the NADPH-oxidase activity.
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